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Verwendung eines Lipopeptids Oder Lipoproteins alls Adjuvans bei 
therapeutischer oder prophylaktischer Vakzinierung . 

I 

i 

Die Erfindung betrlfft die Verwendung eines Lipopeptids odsr Lipoproteins als 
Adjuvant bei therapeutischer oder prophylaktischer Vakzinierung, insbesondere 
UberdieSchleimhaijte, d.h. als Mucosal-Adjuvans. 



Eln Drittel aller jahriichen Todesfalle In der Welt werden npch immer durch 
Infektionskrankheiten verursacht, die auBerdem fur wenigstens 15 % der 
Krebsneuerkrankungen verantwortlich sind, Infektionskrankhe-iten sollen femer in 
die Pathophysiologie verschiedener chronischer Krankheiten entzDndlicher, 
vaskularer oder degenerativer Art verwickelt sein. Infektionskrankheiten 
verursachen der Allgemeinheit hohe Kosten durch Behandlungskosten unc 
Arbeitsausfall der Erkrankteri. 

Zur Abwehr von Infektionskrankheiten werden generell zwei Wege verfolgt. 
namlich Therapie und Prophylaxe. Hierbei sind Impfungen zur \jrirksamsten Waffe 
gegen ' Infektionskrankheiten geworden. Es gibt jedoch noch viele 
Infektionskrankheiten, fur die noch keine Vakzine zur Verfugung stehen oder eine 
hinreichende Immunisierung nicht erreicht werden kann. Viele Vakzine sind 
unzureiphend wegen geringer Effizrenz, schweren Nebenwijfcungen, gerlnger 
Stabilitat oder hoher Kosten. Es besteht daher ein starkes BedQrfhis fur neue und 
verbesserte Impfstoffe (Vakzine). 
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Traditioneil wurden Vakzine fur die Prophylaxe be! Infoktionskrankheiten 
angewendet und sind auf diesem Gebiet for viele Krankheiten gut eingefuhrt. 
Neuere Erkenntnisse iegen nahe, dass Vakzinierungen aufterdem ein sehr 
geeignetes Mittel bei der Immuntherapie anderer ansteckender ikrankheiten sind, 
bei denen bisher noch nicht geimpft wurde, wie viraler Hepatitis, Helicobacter- 
pylori-lnfektionen, Herpesvirus-Infektionen usw.. Ein weiteres. Einsatzgebiet ist 
die Einbindung von Vakzinen bei Immuntherapien und Immunprophylaxen gegen 
Autoimntunkrankheiten, EntzOndungskrankheiten, Tumoren, Allergien und zur 
EmpfSngnisverhQtung bei Mensch und Tier. Teilweise (insbesondere auch im 
letztgenannten Fall) scheint die Verwendbarkelt yon Vakzinen an einen 
effizienten mucosalen Verabreichungsweg und die damit verbundene Erzeugung 
einer guten mucosalen Immunreaktion gebunden zu sein. 

Die meisten Infektionen sind entweder auf die Schleimhaute beschrankt oder die 
Krankheitsausloser mQssen wahrend frQher Infektionsphase-ni die Schleimhaut 
passieren. Es ist daher unbedingt anzustreben, dass bei einer \!tekzinierung nicht 
nur eine systemische sondern vor allem auch eine mucosae Immunantwort 
erhalten wird, urn hierdurch sowohl die infektion (Kolonisieaing) als auch die 
Ausbildung der Krankheit primax zu stoppen. Eine gute mucosale Immunantwort 
wQrde die Ansteckungsgef ahr deutlich herabsetzen. ; 

Dadurch dass slch das systemische und das mucosale Irnmunsystems zwar 
teilweise Oberiappen, aber" nicht identisch sind, sind parenteral verabreichte 
Vakzine fQr den Schutz gegen mucosale Pathogene weniger wirksam (McGhee, 
Mestecky et al., "The mucosal immune system: from fundamental concepts tc 
vaccine, development", Vaccine 10, 75-88 (1992)). Tatsachlich stimulierer. 
parenteral verabreichte Vakzine im wesentlichen systemische! Immunantworten. 
wahrend auf mucosalem Weg, d.h. uber die Schleimhaute, v&ijabreichte Vakzine 
die Immunantwort nachbilden, wie sle durch naturliche Infektiohen hervorgerufer 
wird. Auf diese Welse fuhrt die mucosale Jmmunisierung zu wirkungsvollen 
systemischen und mucosalen Immunantworten. I 

| 

Weftartdn ist zu erwarten, dass die mucosale Verabreichujng von Vakzinen 
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wlrd. Auf mucosalem Weg sind Vakzine leichter zu verabreichejn and besser in 
Obereinstimmung mit vakzinierungsprotokollen zu bringen. Ihrs iBereitstellung ist 
mit geringeren Kosten verbunden. 



Die Verabreichung von Antigenen auf mucosalem Weg ist "Dijsher mit elnigen 
betrachtlichen Schwierigkeiten verbunden. Ein Hauptproblem foesteht darin, dass 
die so vlerabrelchten Antigene haufig kaum immunogen sind Dies beruht auf 
unterschiedlichen Mechanismen wie (i) beschleunigte Antigen-BIiminierung durch 
nicht-spezifische Ctearance-Mechanismen des Wirts (beispielsweise 
Zilienaktivitat, Peristaltik), (ii) Antigen-Abbau durch lokal wirt.ehde Enzyme, (Hi) 
Antigen-VerSnderung und/oder strukturelle Modifizierung inlojge extremer pH- 
Werte (saures Milieu im Magen, alkalisches im Intestinaltrmkt), (iv) schwache 
Antigen-Durchlassigkeit der Schleimhaute sowie (v) nur sehr begrenzter Zugang 
zu Antigen-prasentierenden Zellen. > 

Zur Oberwlndung dieser Schwierigkeiten werden verschiedene Strategien 
angewendet, zlB,> Einschluss Oder Assoziierung der Antigene mit Partikeln 
(Mikropartikeln, Nanopartikein, Bakterien oder Bakterienfragrn^nten) als Trager, 
Verwendung virenartiger Konstrukte, Verwendung von Liposomes ISCOMS 
(immunstimutatorische Komplexe) oder Virosomen, Verwendung transgener 
Pflanzen, Antigen-Produktion durch abgeschwachte virale oder bakterielle 
Trager, lentweder als Qbllche Vektoren oder als TrSger for NuKIeinsaure-Vakzine 
und/oder die Verabreichung dieser Hllfsmittel mit mucosalen Adjuvantien. Trotz: 
intensiver Bemuhungen auf diesem Gebiet sind bisher prakfoch keine hinlanglich 
wirksamen und gleichzeitig gut vertraglichen mucosalen j Adjuvantien zur 
Praxisreife gefuhrt worden. 

Als "Adjuvantien" werden Substanzen bezeichnet, die bei eirner Immunisierung 
dem eigentlichen Antigen (dh. der Substanz, die die.gew(insc|rte Immunreaktion 
provoziert) beigefQgt werden. urn die humorale und/acler 2ellverTnitteIte 
Immunantwort zu verstSrken ("Lexikon der Biochemie und Mo ekularbiologie" 1. 
Band, Spektrum Akademischer Verlag 1995) Die Verwendung vieler Adjuvantien 
beruht allein auf Erfahrung, wobei die Wirkung weder genai zu erklSren noch 
vorauszusagen ist. Traditionell werden vor allem folgeinde Gruppen von 
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Adjuvantien verwendet: Aluminiumhydroxid, Emulsionen von Mineralolen, . 
Saponins, Detergentien, Siliziumverbindungen, Thioharnfltoff, Endotoxine 
gramnegatlver Bakterien, Exotoxine grampositiver Baktsrien, abgetdtete 
Bakterien Oder deren Teile. 

Die Verwendung optimaler Adjuvantien spielt bei der Vakzinierung eine 
entscheidende Rolle: Ohne Adjuvans verabreichte Antigene vormitteln nur selten 
eine auSreichende Immunantwort. Daruber hinaus kommt en- nicht nur auf die 
Starke der hervorgerufenen Immunantwort an, sondem audi iauf ihre Qualitat 
Die Stimulierung eines falschen Immunisierungsmu stars kann zu 
immunopathologischen Reaktionen und Verschlechterung der 
lnfektionssymptome fuhren. In diesem Zusammenhang kana das Adjuvans 
helfen, die gewunschte Immunreaktion zu unterstutzen. 

i ' 
Die for den Menschen zugelassenen Adjuvantien sind bogrenzt. Eines der 
wenigen von den Zulassungsbehflrden fur den Menschen akzeptlerten 
Adjuvantien ist Aluminiumhydroxid. Aus der Tatsache, das® ein Adjuvans bei 
systemischer Application aktiv ist, also die Wirkung eines Antigens unterstutzt, 
lasst sich nicht darauf schlielien, dass dies auch fQr andere Applikationswege gift. 
Ein typisches Beispiei ist das Aluminiumhydroxid, welches die lmmunogenitat 
einer Substanz bei intramuskularer, subkutaner, intriiiperitonealer oder 
intradermaler Gabe unterstutzen kann,. das jedoch bei mucosaler Gabe 
vollstandig uhwlrksam bleibt. 

In den tetzten Jahren ist ihtenslv nach neuen Adjuvantien, auch solchen fQr der 
mucosallen Verabreichungsweg, gesucht worden. Nur wenlge Stoffe wurder 
gefunden, die in der Lage sind Mucosalantworten zu versttfrken. unter dieser. 
wirken einlge als TrSger, an die die Antigene gebunden Oder rnit diesen fusionier: 
werden mussen. Weit weniger wurden universell einsetzbare "echte" Adjuvantien . 
gefunden, die den Antigenen zugemlscht werden. 

! 

Als ecHle Mucosal-Adjuvantien wurden das hitzeinstabile Toxin aus Escherichia 
coli und das Choleratodn aus Vibrio choleras entdedct. Von beiden wurde eine? 
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and cholera B subunit as oral-mucosal adjuvant and antiganvector system", 
Vaccine 1179-1184, 1993 und Douce et al, "Mutants of Escherichia coli heat- 

i 

labile toxin lacking ADP-ribosyltransferase activity act as nontoxic, mucosal, 
adjuvants", Proc. Natl. Acad. Scl. USA 92, 1644-1648). Die ihnen innewohnende 
Toxizitat und die potentiellen Nebenwlrkungen beelntracbtigen jedoch ihre 
Verwendbarkeit Im Zusammenhang mit Vakzinierungen beim Menschen. Obwoht 
auf gentechnischem Wege nicht-toxische Derivate dieser plfolekOle erzeugt 
wurden, werden noch immer starke, nicht tolerierbare Nebenwirkungen berichtet, 
wie krarikhafte Veranderungen der Respirationsschleimhaut unid Eindringen des 
Toxins in das Gehim (N. Garcon, Presentation auf dern' "Word Vaccine 
Congress", 6enf, 26. bis 28. September 1999; und: van Ginkel, F.B. et al., 
..cutting edge: The Mucosal Adjuvant Cholera Toxin Redirect sJVacclne Proteins 
into Olfactory Tissues", J. Immunol. 2000, 165, 4778-4782). j 

Es besteht daher noch immer ein dringendes BedQrfnis fur neue vertragliche und 
effektive Mucosal-Adjuvantien. • 

Der Enfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, eirie* Palette neuer. 
hocbwirksamer und fur den Menschen nichWoxischer Mucosal-Adjuvantien zu 
entwickeln, die mit den verschiedensten zu unters-rcitzenden aktiven 
Bestandteilen in herkdmmlichen Oder neuartigen Vakzinen wie insbesondere 
prophylaktischen oder therapeutischen Impfstoffen einschlielSlich Krebs- und 
DNA-Vdkzlnen, einsetzbar sind. 

Zur Losung dieser Aufgabe wird die Verwendung eine?i Upopeptids oder 

Lipoproteins der Struktur (I) als Mucosal-Adjuvans bei therapeutischer oder 

prophylaktischer Vakzinierung Qber die SchleimbSute vorgese-h^, 

i 

O-CO-R2 

CH 2 -X-CH 2 -CH*-CH 2 -0-CO-Rt CO 

I j 
R3R4N-CH-W-Y-C00H 1 

1 

i 

wobei I 
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R t und R& die gleich oder voneinander verschieden seir konnen, fur Cy-zr 
Alkyl, Cr.25-Alkenyl oder C7-2s-Alkinyl, 
X fur S, O oder CH2, 

R* iund FU unabhangig voneinander fur H oder Methyl unci j 
Y fur eine aus 1 bis 25 Aminosaureresten bestehende physiologisch 
vertragliche und in der verwendeten Spezies nicht per se immunogene 
Aminosauresequenz stehen 

und das mit * markierte asymmetrische Kohlenstoffatam die absolute S- 
Konf iguration hat, wenn X = S (Schwefel) ist ; 

Zwar wurde in der DE 19652586 A1 bereits die Verwendung einjes bestimmten S- 
(2.3-D»hydroxypropyl)-cystein-peptids mit zwei esterartig an die 
Dihydroxypropylgruppe gebundenen Fettsauren als Vakzin-Acljiiivans miterwahnt, 
jedoch rein hypothetisch und ohne Bezug auf Mucosaladjuvantien, sodass von 
einer Qblichen Vakzinierungsroute auszugehen ist. 

1 
I 

Vorzugsweise ist die carboxytenninal an die 2,3<liacyloxypropyl-substituierte 
Aminosaure gebundene Aminosauresequenz (Y) ausgewlahlt aus folgenden 
Sequenzen: 

a) GQTNT. 

b) SKKKK, ; 

c) GNNDESNISFKEK oder 

d) GQTbNNSSQSAAPGSGTTNT. [ 

Derzeitbesonders bevorzugt ist ein S-[2,3-Bispalmitoyloxy-(.2S)-propyl]cysteinyl- 
peptid, wobei die Peptidkette wiederum eine aus 1 bii> ' 25 Aminosauren 
bestehende physiologisch vertragliche, in der verwendeten Spezies nicht per so 
immunogene Aminosauresequenz sein kann. ; 



Nach derzeitiger Erkenntnis kGnnte die carboxyterminale Pejptidkette eine die 
Hydrophilizitat oder Upophflizitat des Lipopeptids steuemde und gegebenenfalls 
modifizierende Funkfion haben, sodass generell alls Peptid- oder Proteinketten, 
die - je nach Einsaizzweck der Vakzine - dieses Krrterlum erfQllen, verwendet 



insbesondere nicht selbst in der verwendeten Spezies (dh: der geimpften 
(vakzlnierten) Spezies, ob Mensch oder Tier) immonogen sein. 

Als entscheidend fur die Wirksamkeit als Mucosal-Adjuvanfis wird derzeit die 
Struktur gemafc Formel (1) angesehen, wobei dem asymmetrisehen Zentrum an 
der bezeichneten Steile eine zentrale Bedeutung zuzukommen spheint 

i 

Das erfindungsgemalie Mucosaladjuvans kann mit alien ! dem Fachmann 
bekannten Methoden an das fQr die Vakzinierung vorgeseliene Antigen oder 
aktive WlolekQl gebunden, gemeinsam mit diesem in physikalische (z.B. 
Microparitikel, Nanopartikel, Liposomen, ISCOMS, Polymere) Oder biologische 
Partikel (Bakterien, Bakterienteile) oder Virosomen inkorporiert oder mit dem 
Antigen gemischt vverden. Bei der Blndung an Tracer konnen auch 
Transportmolekule oder Transportproteine als Trager vorgesehen sein. 

', 

Vorzugsweise liegt das erfindungsgemaR verwendete Lipopro.ein oder Lipopeptid 
gemaR der o.a. Formel (I) in einer Zubereitung mit der aktiven 

1 

Vakzinlerungskomponente (z.B. dem Antigen) vor, die fQr Intrariasale, intra-NALT 
(nasal associated lymphoid tissue), aerosoliziert, orale, intrarel^le, conjunctivate, 
intravaginale, intraurethrale Applikation oder fQr die Applikation in die Milchgange 
der wefblichen Brust geeignet - und vorgesehen ist. Altejnativ kann das 
erfindungsgemaBe Mucosal-Adjuvans in einem Kit fOr die Co-Applikation mit 
einem Vakzln auf einem der vorgenannten Wege vorliegen jrad gegebenenfalls 
hierfur angepasst sein. 

i 
i 

Das Lipopeptid oder Lipoprotein nach der Erfindung wird Insbesondere 
synthetisch erhalten. ErfindungsgemaBe Lipopeptid© kOnnten auch mit auf dem 
Fachgebiet allgemein bekannten Verfahren aus einem Mykoplasma-Klon unc 
besonders vorteilhaft aus einem Mykoplasma-fermentan&-Kio^ brhalten werden. 

In Weiferbildung der Erfindung kann das Lipopeptid Oder Lijjoprotein in einer 
Zubereifung mit wenigstens einem weiteren Adjuvans tind/oder Antigen 
vorliegen. Insbesondere kann es mit ein oder mehreren 
entzundungshemmenden, anti-angiogenen, cytoto^schen oder 

! 
I 
i 

i . 
i 

i 

i 
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immunmodulatorischen Stoffen Oder Liganden (z.B. Chem<:.k?nen, Cytokines 
CD40-Ligand) oder mit Antikerpern gemeinsam verabreicht Oder in einer 
Zubereitiing mit diesen gegeben werden. 

Das Lipopeptid oder Lipoprotein kann audi, wie oben bereits angesprochen, mit 
einem physikalischen oder biologischen Trager assoziiert oder. verbunden sein. 
Es kann weiterhin in einer Zubereitung mit weiteren Zusatc-i und Hilfsstoffen, 
insbesondere Konservierungsstoffen oder Stabilisatoren ei^alten sein und 
eingesetzt werden. • 

Die Erfandung stellt einen groRen Fortschritt bei den BemQhungen zur 
Bereitsteliung effektiver Mucosal-Adjuvantlen dart Das Lpbpeptid kann im 
Rahmen der Formel (I) modifiziert und damit In seiner • qualitativen und 
quantitativen Wirksamkeit variieit und an die gewunschte Venvendung angepasst 
werden. Es ist vergleichsweise kostengunstig herstellbar unci far den Menschen 
nicht tcodsch. Vergleichsweise geringe Bemischungsmengen, genQgen in den 
meisterv Fallen fur deutliche Verstarkungseffekte. Die ' ersnndungsgemalier 
Lipopeptide sind in ihren chemischen und biochemischen Eigenschaften gut 
charakterisiert und besonders auf synthetischem Wege genugfend rein erhaltlicr 
(MQhlradt, P.F., WL Kiess, H. Meyer, R. Sussmuth, G. Jurg;(1997); Isolation. 
. structure,, eiudication, and synthesis of a macrophage stimulatory lipopeptide 
from Mycoplasma fermentans acting at picomolar concenti apon"; J. Exp.Med. 
185: 1951; and Takeuchi, O., A. Kaufmann, K. Grote, T. Ka/vai, K. Hoshino, M. 
Morr. P.F. MQhlradt, and S. Akira (2000); 0 Cutting edge: Preferentially the R- 
stereoisomer of the mycoplasmal lipopeptide macrophage-activating lipopeptide- 
2 activates immune cells through a toll-like receptor 2- and WlyD88-dependen: 

i 

signaling pathway"; J. Immunol. 164:554, aber siehe Erratum in J. Immunol. 
(2000),: 165:5995), Schwerwiegende Nebenwirkungen sind daher nach 
derzeitiger Kenntnis nicht zu erwarten. 

I 

Ein wei'terer Vorteil der Erfindung besteht darin, dass bei Imi nunisierungen unte- 
Beimisehung des erfindungsgemfifcen Mucosal-Adjuvans hahjs Konzentrationen 
an IgAin den Schleimhautsekreten behandelter Versuchstierejgefunden wurden. 
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Diese Arttikarperspezies ist fQr den Schutz der Schlelmhaute vor Infektiorien von 
besonderer Bedeutung. 

Da derzeit Oberhaupt keine wirksamen Adjuvantien fu" die intranasale 
Immunisierung bei humanen Patienten zugelassen sind, stellt die Erfindung einen 
bedeutenden medizinischen Fortschritt auf diesem Gebiet dar. 

» 

Die in -dieser Erfindung beschriebenen Lipopeptide odei ilipoproteine der 
allgemeinen Struklur (I) lassen sich auch generell, d.h. auf cinderen. Wegen als 
dem mucosalen, als Adjuvantien verwenden, einschliefclich besonderer 
Applikationen fur DNA-Vakzine, Krebsvakzine, Vakizine gecien nicht infektiose 
Krankheiten und dergleichen, wobei die vorbekannten MALP-2-Peptide, namlich 
S-(2,3-Diacyloxypropyl)cystein-peptide der Sequenz DhciBNNDESN ISFKEK, 
wobei N-terminal die AminosSuren an Positionen 2 und gegeibenenfalis 3 fehlen 
und/oder C-terminal 1 bis 2 Aminosauren deletiert sein konnsn, fQr die Qblichen 
Vakzinierungswege (intramuskular, subkutan, intradermal, intraperitoneal) 
ausgenommen werden. 

Die erfindungsgernaBen Adjuvantien lassen sich mit dan versohiedensten 
Antigenen zu Impfstoffen kombinieren. Als Antigene kOimen insbesondere 
Zielantigene fur die Prophyiaxe und Behandlung von Infektionskrankheiten. 
Tumoren, Autoimmunkrankheiten, Allergien sowie chronischer oder akuter 
entziindlicher Krankheiten ausgewahlt werden. Die Auswahl kann ua. aus dem 
Antigen-Pool von Irrfektionserregern wie Viren, Bakterien, Perasiten, Rickettsien 
Mycoplasmen, Pilzen und dergleichen erfolgen. Unter einer iktpfung wird auch 
eine Behandlung mit Antigenen zur Fertilitatskontrolie in menschlichen oder 
tierischen Populationen verstanden. 

» 

! ' i 

Die aup den Beispielen zu entnehmenden vortellhaften Eigenschaften de» 

erffndurHgsgemalSen Mucosal-Adjuvans' lassen sich aus kei ler Venoffentlichung 

vor dieser Anmeldung ableiten. 
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Wlethodischer Arisatz fur die Experimente/Untersuchungen : 

lm Vorfeld wurden zunachst in vitro-Screening Studien durohgefuhrt, urn das 
Potential der untersuchten Lipopeptide bezuglich der Aktivlerung 
antigenprasentierender Zellen abschatzen zu konnen. Als Zjelzellen wurden 
knochenmarkstammige dendritische Zellen verwendet, die um Vortaufem mrt 
Hitfe von GM-CSF erhalten wurden. Ganz im Gegensatz zu (nam. was aufgrund 
der Aktivitat von MALP -2 gegendber Makrophagen erwartst werden konnte, 
zeigte MALP-2 nur schwache Aktivitat gegenQber primaren dtmdritischen Zellen. 
lm Vergleich mlt den Kontrollproben, die im Beisain von E. coli 
Lipopolysacchariden (LPS, 10 ng/ml) Inkublert worden waren.'wurde eine sehr 
schwache Aktivlerung dendrltischer, mlt 5 ng/ml MALP-2 oehandelter Zellen 
beobachtet 

Aufgrund dieser Voruntersuchungen konnte fur MALP-2 und entsprechende 
Lipopeptide keine Eignung als Adjuvans erwartet werden, aa von Adjuvantien 
eine gewisse Fahigkeit zur AkUvierung dendrltischer Zellen yorausgesetzt wird. 
Dendritische Zellen sind die Hauptgruppe antigenprasentierender Zellen 
Qberhaupt. Sie spielen bei der primaren Immunantwort eine aorrtrele Rolle, wobei 
sie (1.), die effektivsten antigenprasentierenden Zellen clarstellen, (2.) die 
wichtigste Epitopenquelte fur- spezifische T-Zellen Klone sipd, und (3.) die 
wichtigsten Aktivatoren ruhender T-Zellen sind, welche primary Immunantworten 
in vivo hervorrufen konnen. Wahrend mlt LPS behandelte dendritische Zellen 
eine starke Hochregullerung bzw. Vermehrung von CD40 ainschlieBlich CD80 
und CD86 zeigen, kann bei MALP-2 behandelten dendrifecben Zellen wenn 

iiberhaupt, dann nur ein schwacher Effekt bemerkt werden. j 

i 

Dies war teilweise zu erwarten und in Obereinstimmung mit deri an Makrophagen 
erhaltenen Ergebnissen. Dort war gefunden worden, cass nach einer 
anfangltohen Hochregulierungsphase bei anhaltender Behandlung mit MALP-2 
ein erhShter Umsatz und verringerte Expression von MHC Masse II MolekQlen, 
die fur die richtige Antigen Presentation wesentlich sind, auftajt (M. Frisch et al., 
Eur. J. Immunol. (199S) 26, 1050-1057). Desto uberraschendi3r ist die gefundene 
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Die Ergebnisse der Vorversuche sprachen daher zunachst stark gegen eine 
mogliche Aktivitat der hier untersuchten Lipopeptide und -proteine als 
Adjuvantien. 

Obwohl diese in vitro Studien nahelegten, dass die ffagliche:n; Lipopeptide hier 
kefne Enfolge versprachen, wurden sie als negative Kontrolfproben, namlich als 
schlechfc wirkende Beispiele Makrophagen-aktivierender Substanzen, in in vivo 
Studien der Erfinder mit einbezogen, da die Substanzen aus IrQheren Versuchen 
vorhanden waren. 

Oberraschenderweise, da in volligem Gegensatz zu den in. vitro Versuchen, 
wurde gefunden, dass beispielsweise MALP-2 bei Gabe zusammen mit dem 
Modell-Antigen 3-Galactosidase auf entweder intranasalem (Lri.) Oder 
intraperitoneaiem (i.p.) (Anmerkung: im Tiermodell)) Weg in <iiiner Dosis von nur 
0,5 pg pro Her pro Dosis die 3-Galactosidase-spezifischen IgG-Serumtiter urn 
das 675 bis 3560-fache (i.n.) bzw. das 64 bis 128-fache (i.p,) heraufsetzen 
konnte. Bei Verwendung der erfindungsgemaiien Lipopeptide konnen bereita 
nach der Erstimmunisierung annahernd maximale IgG Antworten hervorgerufen 
werden, und diese IgG Titer entsprechen denen bei Gabe von 10 pg 
(dreimolarem Oberschuss) nativem Cholera-Toxin Untereirtf-eit B (CTB), einerr 
gut charakterisierten mucosalen Adjuvans. Abnliche Ergebnisse werden bei 
intradermater Oder subkutaner Verabreichung der ©rfindungsgemafSen 
Lipopeptide und -proteine gefunden. Es 1st daher davon auszugehen, dass die 
Gabe cfer erfindungsgemaiien Lipopeptide und -proteine in wenigstens 3fach 
geringerer (molarer) Konzentration vergllchen mit herkomnlichen Adjuvantier 
erfolgeri kann und sollte. 

i 

Es konnte auch gezeigt werden, dass die Verabreichung der arlfindungsgemafcer 
Lipopeptide auf intranasalem Wege zu einer wlrksamen istimulierung des 
mucosalen Immunsystems insgesamt fuhrt. So wurden bei Gabe von MALP-2 als. 
Adjuvans zu dem Modell-Antigen bezogen auf das Gesamt-ligA 36 % bzw. 23 °A 
antlgenspezifisches IgA in Lungen- und Vaginal-Lavagen gefunderr. Dies zeigt. 

dass die erfindungsgemaiien Lipopeptide nicht nur 'lokale mucosals 

t 

Immunantworten hervorrufen kfinnen, sondern dass die Vorpreitung von IgA- 
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produzierenden Zellen zu anderen entfernten Schleimhautijebieten in einem 
MaGe erfolgt, das zu guten mucosalen lmmunantworten fQhrt Diese Wirkung ist 
an den mucosalen Verabreichungsweg gebunden. 

Die Mitverabreichung der erfmdungsgema&en Lipopeptide zurn 'Antigen rief auch 
starkere- zellulare lmmunantworten hervor als CTB, sowohl regional in 
Lymphkmoten als auch in der MHz (p < 0,05). Die Analyse !p-Galactosidase- 
spezlfischer igG-lsotypen und die Profile der durch in vitm stlmulierte Zellen 
sekretierten Zytokine zeigten, dass die Mitverabreichung cler Lipopeptide ein 
dominantes Th2-Antwortmuster auslOste. Die Ergebnisse der Untersuchungen 
belegen daher, dass die erfindungsgemalSen Lipopeptide wirksame Adjuvantien 
fur die rnucosale Verabreichung von Antigenen in Vakzinen darstellen. 

Ein wichtiger Aspekt, der hier hervorgehoben werden soli, ist, dass eine 
inkrementelle Erhohung der Lipopeptid-Dosis (von den hier g&nannten optimalen 
Dosen ausgehend) zu einer stetigen Verringerung der Irnrnunantwort fQhrt. 
Dieser gegenlaufige Effekt ist unerwartet und war aus dem Stand der Technlk 
nlcht herzuleiten. < 
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Allgemeines 

Die in den Beispielen dargestellten'Untersuchungen wurden vorrangig mit einem 
synthetischen, einem aus Mykoplasmen stammenden Lipooeptid weitgehend 
entspredhenden MALP-2 als Mucosal-Adjuvans zusammen mit B-Galactosidase 
als Model-Antigen durchgefQhrt. Dieses spezielle Beispiei-Lipdpeptid wurde auf 
Grund seiner vorher bestimmten Eigenschaften (biochemist Eigenschaften, 
Makrophagen-stimulierende Aktivitat) ausgewahlt. Sofern nichts anderes 
angegeben, ist das in den Beispielen verwendete synthetische Lipopeptid S-C2.3- 
bispalmitoyioxy-(2S)-propyi]cysteinyl-GNNDESNISFKEK im folgenden stets 
einfech als "MALP-2" bezeichnet 

Die Dosen fur MALP-2 wurden zunachst in Vorstudien eingegrenzt,' in denen 
MALP-2 subkutan, intradermal, intranasal oder intrapertoneal an Mause 
verabreifcht wurde. !n alien Protokollen fDhrte die gleichzeitige bzw. 
zusammengeharige Verabrelchung von MALP-2 mit B-Gala«:tosidase zu einem 
signifikanten Anstieg der Produktion p^alactosidase-spezifischec Antikorper. Die 
induzierten Immunantworten, die in Anwesenheit von MALP-2 nach Impfung auf 
intranasalem Oder intraperrtonealem Wege erhalten wurden, wurden dann 
analysiert und mit den in Verglelchsversuchen mit CTB als Adjuvans erhaltenen 
verglichen. 

Die Beispiele ergeben, dass die Verwendung von MALP-2 in sfier Dosis von nur 
0,5 ug pVo Verabreichung zu einer signifikanten ErhOhung so.yohl der humoralen 
als auch der zellularen p-Galactosidase-spezifischen Antworten fuhrte. Bereits 
intraperitoneale Verabreichung fuhrte zu einer verbesserten Immunantwort, die 
intranas^le Route erwies sich jedoch als noch weit effektiver. Irh Gegensatz dazu 
war ein' dreifacher molarer Oberschuss an CTB erforderlich 'urn vergleichbare 

i 

systemische oder mucosafe humorale Antworten zu erhalten. BezCigllch der 
zellularen Antworten zeigten MHzzellen von mit MALP-2 immtinisierten Mauser 
eine deutlich hohere Proliferation (p < 0,05) als solche aus Tiieren, die mit derr 
dreifacrien molaren Oberschuss an CTB vakzlniert worden waren. 




Die mit MALP-2 als Adjuvans auf intranasalem Wege erhallene Primarantwort 
wurde bezuglich der Kinetik der p-Galactosidase-spezifischen Antikorper-Antwort 
durch die Anwesenheit hoher Antikorpertiter charakterisiert, die schon nach der 
Erstimmunisierung fast das Maximalplateau erreichten. Humarale und zellulare 
Antworten fielen nach intranasaler Vakzinierung starker € us, was auf eine 
differenzierte lokale Wirkung von WIALP-2 hinweist, die eitweder auf seine 
Bioverfugbarkeit oder die raumliche Verteilung der spezifischen Rezeptoren in 
den Zielzellen zurOckgefuhrt werden kdnnte. Wie bereits beschrieben wurden 
auch in durch die Vakzinierungsroute nicht diiekt erreichbaren 
Schleimhautgeweben deutliche immunantworten gefunden, namlich p- 
Galadosidase-spezifisches IgA in Lungen und Vaginal-Lavagen. 

Die Untersuchungen im Rahmen der Erfindung haben daher ergeben, dass die 
erfindungsgemaften Lipopeptide neue und potente Mucosal-Adjuvantien sind, 
wobei das Erfordernis, das Ziel-Antigen mit dem aktiven Lipopeptid zu 
konjugidjren, im Gegensatz zu anderen Lipopeptiden entfallt. 

I 

Es wurden ober den gesamten Verlauf der Experimente bei deq geimpften Tieren 
keine schwerwiegenden Nebenwirkungen oder Zeichen akutgr Oder chronischer 
Toxizitat beobachteL Durch die relativ kurze Peptid-Einheit innerhalb der 
erfindungsgemalien Lipopeptide besteht eine relativ gering© Immunogenizitat, 
was die Gefahr. dass Immunantworten gegen die Lipopeptide seibst auftreten, 
minimiert Es konnten nach intranasaler Verabreichung von MALP-2 als Adjuvans 
keine ainti-MALP-2 Antikdrper detektiert werden. Dies stelit 'einen deutlichen 
Vorteil gegenuber Proteinen als Adjuvantien dar, da eine Immunantwort gegen 
das Adjuvans seibst eine spatere Immunantwort gegen einen anderen Impfstoff , 
der mit demseiben Adjuvans verabreicht wurde, beeintrsichtigen kann. Die 
erfindurjgsgemaSen Lipopeptide konnen in Impfstoffen geg^n verschiedenste 
Pathogene sowie in Krebsvakzinen oder Vakzinen zur jFertilitatskontrolle 
eingeseizt werden. Weitere Vorteile der Erfindung iiegen in der guten Haltbarkeii 
der Lipopeptide bei Lagerung, grofterer Reinheit der synthetSsch herstellbarer. 
Lipopeptide und Qberschaubarem chemischem und biochemisichem Verhalten. 
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Legenden der Zeichnungsfiguren: 



Fig. 1. In vitro Untersuchungen mit primaren dendritischen Zellen: 
Primare dendritische Zellen aus Knochenmark von BALB/c~Mausen wurden unter 
Verwendung der Rekombinante GM-CSF (5 x 10 4 U/ml) du? ch in v/foo-Reifung 
von Voriaufem gewonnen. Die reifen dendritischen Zellen wurden mit 10 ug/ml E. 
coli Lipopoiysaccharid (LPS) beziehungsweise 5 ug/ml MALP2 stimuliert. 
AnschlieBend wurden die Zellen mit CD11c-spezifischen Antikdrpern 
(Dendritenzellmarkern) in Kombination mit Anti-CD40 oder Aiti-CD80 oder Anti- 
CD86 doppelt markiert. Die Expression von CD40, CD80 beziehungsweise CD86 
in den CD11c-markierten Zellen wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie 
analysiert Die Ergebnisse sind in Prozent positiver ZeJen bezQgltch der 
gesamten CD11c-positiven Population ausgedruckt 

Fig. 2. Analyse dendritischer Zellen nach Behandlung mit MALP-2 mit Hilfe der 
Durchflusszytometrie (FACScan): 

Prlmare dendritische Zellen aus Knochenmark von BALB/c-Miiusen wurden unter 
Verwendung der Rekombinante GM-CSF (5 x 10 4 U/ml) dtrch in vtfro-Reifunc. 
von Vorlaufern gewonnen. Die reifen dendritischen Zellen wurden mit 10 ug/ml E. 
cofi Lipopoiysaccharid (LPS) beziehungsweise 5 ug/ml MALP2 stimuiiert. 
Anschlie&end wurden die Zellen mit CDHc-speziftschen AntikSrperr 
(Dendritenzellenmarkern) in Kombination mit Anti-CD40 ociejr Anti-CD80 oder 
Anti-CD86 doppelt markiert und die Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie 
analysiert. Die Gates wurden auf der Grundlage einsr Markierung mi", 
nichtveiwandten Kontrollantikdrper-lsotopen gesetzt 

Fig. 3. Humoral-lmmunantworten, angeregt nach einer impfung mit MAPL-2. als 
Adjuvans: 

Mause wurden uber subkutane (s.c.), intraperitoneale (Lp.>, intradermale (i.d.) 
und inttanasale (i.n.) Routen mit entweder reiner B-Galactosidase (40 ug) oder II- 
Galactosidase gemischt mit MALP-2 (0.5 ug) an den Tagen 0, 7 und 14 

i 

immunisiert. Am Tag 28 nach der primaren Immunislerung wurden Serumproben 
entnommen und der Titer der B-Galactosidase-spezlfischenJ Antikdrper wurde 

mittels ELISA bestimmt. Die Ergebnlsse sind als der reziproke loga des 

I 
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geometrlsch mittleren Endpunkttlters dargestellt. Zur Kontrolle bezogen wir eine 
Gruppe ejn, in welcher die Tiere Qber die Route mil B-Galactosidase unter 
Verwendung von Aluminiumhydroxid als Adjuvans immunisiert wurden. 

Fig. 4. HumoraHmmunantworten, angeregt nach der Impfung unter Verwendung 
von MALP-2 als Adjuvans in einer Dosis von 1 pg pro Tier und Immunisierung: 
MSuse wurden Qber die intraperitoneale (i.p.) und intranassile (i.n.) Route mit 
entweder reiner G-Galactosidase (40 pg/Dos!s) 0 der B-Galailosidase gemlscht 
mit MALP-2 (1 pg/Dosis) an den Tagen 0, 7 und 14 immunisiert., Am Tag 28 nach 
derprimaren Immunisierung wurden Serumproben entnommenund der Titer der 
li-Galactosidase-spezifischen Antikorper wurde mittels ELISA bestimmt. Die 
Ergebnisse sind als Absorptionswerte (OD 405 mm) dargestel' t. 

Fig. 5. Zellreakfionen, angeregt nach einer Impfung unter Verwendung 
unterschiedlicher Konzentrationen von MALP-2 als Adjuvans. 
IJ-Galactosidase-spezifische T-Zell-Proliferationsantworten vcn Mausemilzzellen 
immunisiert Qber die Routen interperitoneal Oder intranasal mil entweder reiner 13- 
Galactosidase (40 pg/Dosis) oder R-Galactosidase gemischt mit MALP-2 (1 oder 
0.5 pg/Dosis) an den Tagen 0, 7 und 14. Am 28, Tag nach der primaren 
Immunisierung wurden die Tiere getetet und die Milzzellen '.vurden in vitro vier 
Tags, im Beisein von 20 pg/ml loslicher B-Galactosidase re-stimulierL Die 
Ergebnisse sind als Stimulationsindizes (cpm Proben/cpm in nichtstimulierten 
Kontrollzellen) dargestellt 

Fig. 6. Wnetik von U-Galactosidase-spezifischen IgG-Antworten in Seren 
geimpfter MSuse.: 

Gruppen von Tieren (n=5) wurden entweder intranasal (A) oder intraperitoneal 
(B) mit ' 50 pg B-Galactosidase (x), B-Galactosidase plus 10 pg CTB (□),£- 
Galactosidase plus 0.5 pg MALP-2 (A) oder reiner Pufferlosuqg (o) geimpft. Die 
Tage der Impfungen (Tag 0, 14 und 21) sind mit den Pleilen marklert. Die 
Ergebnisse sind als der reziproke log 2 des geometrischdsn EndpunktSters 
dargestellt. die SEM (mittlere Standardabweichung) 1st mitteh;. senkrechter Linier 
angegebsn. 




Fig. 7. I^Galactosidase-spezifischer IgA in Lungen- und VaginalausspQlungen 
von intranasal geimpften Mausen: 

Die Ergebnisse sind als Prozent B-Galactosidase-spezifischer IgA bezuglich des 
insgesamt vorhandenen IgA dargestellt Die SEM ist durch senkrechte Linien 
angegeben. 

Fig. 8. Bestimmung der Serum-lgE-Niveaus nach Immunisierung unter 
Verwendung von MALP-2 als Adjuvans: • 
Mause wurden intraperitoneal (i.p.) und Intranasal (i.n.) entv,'eder m'rt reiner 
Galactosidase (40 pg), ausschlie&lich MALP-2 Oder B-Galactosidase gemischt 
mit MALP-2 (0.5 pg) an den Tagen 0, 7 und 14 geimpft. Anr 28. Tag nach der 
Erstimmunisieiung wurden Serumproben genommen und din? Niveaus von IgE 
wurden imittels eines Capture-ELISAs bestimmt. Die Ergebnisse sind als IgE- 
Konzentrationen (ng/ml) dargestellt 

Fig. 9. iS-Galactosidase-spezifischeT-Ze!UProliferationsantworten der Milz (A und 
B) und regionaler Lymphknotenzellen (C) von intraperitoneal oder intranasal 
geimpften Mausen: 

Die Zellen wurden in vitro vier Tage lang mit unterschiedlichsri Konzentrationen 
loslicher ft- Galactosidase re-stimuliert. Die Ergebnisse sind als mittlerer cprn- 
Wert subtrahiert - von den Hintergrundwerten nichtstimulierter Zellen- aua 
Dreifachmessungen dargestellt Die SEM ist durch senkrechte Linien dargestellt 

Fig. 10. 'In geimpften Mausen stimulierte Th-Profile: 

Serum-B- Galactosidase -spezifische IgG-lsotypen und -ZytoKine, ausgeschieden 
von in Vitro stimullerten Milzzellen. wurden bei den geimpfien Mausen mittels 
ELISA jbestimmt. Die Ergebnisse sind als KonzentrationsverhaKnisse von 
lgG1/lgG2a und IL-10/IL-2 (die am hauflgsten gefundenen Zylokine) dargestellt. 

i 
i 
I 

Fig. 1 1 . iZytokine ausgeschieden von in vitro stimulierten Zelle n ;geimptter MSuse: 
Die Zytokinproduktion wurde mittels ELISA im FlussigkeitsQberstand von Zellen, 

welche -48 (IL-2) beziehungsweise 96 Stunden (IFNy, IL-4 uhd IL-10) lang irr 
Beisein von S- Galactosidase (20 |jg/ml) kultiviert wurdori, gemessen. Die 
Ergebnisse sind als das Verhaltnis zwlschen den in den geimpften Grupper. 
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vorgefundenen Zytokinmengen im Vergleich zu der ' nicht-geimpften 
Kontrollmausen dargestellt 



Beispiel 1: In v/fro-StSmulienmg von primaren aus dem Knochenmark 
gewonnenen dendritischen Nagetierzellen mittels MALP-2. 

Versuchspmtokoil: Kulturen primarer aus dem Knochenmark gewonnener 
dendritischer Zelien wurden von BALB/c-Mausen nach in vitro-Reifung von 
Vorlaufem im Beiseln der Rekombinante GM-CSF (5 x 10 4 |U/ml) nach den 
Qblichen! Verfahren erhalten. Die reifen dendritischen Zelien wurden mit E. coli 
Lipopolysaccharid (LPS) Oder 5 ug/ml MALP2 stimuliert. Nach 12 
beziehumgsweise 24 Stunden Stimulierung wurden die Z«illen mit Hilfe der 
Durchflulsszytometrie analysiert, um die Expression von Oberl achenmarkem, die 
fur die Fiahigkeit zur Antikorperprasentation von Bedeutung sind; festzustellen. 

I 

Um Veitoindungen zu bestimmen, welche bei /n-v/Vo-Anwemdungen auf dem 
Gebiet der Vakzinierungen ein Potential als Adjuvans besitzen, wurde eine erste 
i/?-v/fro-Untersuchung mit primaren Kulturen aus Knochenmark stammender 
dendritischer Zelien durchgefuhrt. Es wurden dendritische Zelien ausgewahlt, da 
sie die effektivsten Antigen-prasentierenden Zelien sind un;i bei der primaren 
Immunantwort eine SchlGsselrolle spielen. Tatsachlich sindj sie der einzige 
Zelltyp, der in vivo in der Lage ist ruhende T-Zellen zur Initiierung einer primaren 
Immunantwort zu aktivieren. Demzufolge wurden dendritische Zelien mit den 
untersuchten Einheiten oder LPS, was zur Kontrolle diente, beihandelt Es wurden 
zu unterschiedlichen Zeitpunkten Proben entnommen, mitfluoreszenz-rnarkierten 
Antikorpern, die spezifisch sind for zellulare Marker, welche far die 
antigenprasentierenden Fahigkeiten der dendritischen Zelien entscheidend sind. 
markiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die vorgefundener 
Ergebnfese (Fig. 1 und 2) zeigen, dass Im Unterschled zur positiver 
Kontroligruppe die Expression von CD40 und dem ko-stimu)ierenden Moleku 
CD86 in den mit MALP-2 behandelten dendritischen Zelleri ric'ht erhSht war. Die 
Wirkung auf die Expression des co-stimulierenden Molekul.si pD80 war gering, 
falls QbSfhaupt vorhanc&n. Co-stimuliercsnde Molekule senclen Signsla, wslche 
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MHC-MoIekQle fQr die wirksame Aktivierung der T-Zellen wesentlich sind. Es 
wurde frOher schon berichtet dass die Wirkung bewahrter 
Schleimhautadjuvantien (Mucosal-Adjuvantien) wte z.B. Choleratoxin mit einer 
selektiven Verstarkung der Expression co-stimu!ierender MolekQIe verbunden ist 
Demzufolge deuten die in vitro gefundenen Ergebnisse stark .darauf bin, dass 
MALP-2 ikein oder geringes Potential als Schleimhautadjuvans aufweist 

i 

Beispiei 2: Humoralantworten, angeregt nach eineir ' Impfung Ciber 
unterschiedliche Wege unter Verwendung von MALP-2 in unterschied lichen 
Konzentrationen als Adjuvans. 

Versuclrsprotokoll: Sechs bis aeht Wochen alte weibliche BALB/c- (H-2d) Wlause 
wurden von der Harlan Winkelmann GmbH (Borchen, Deutschland) gekauft und 
gemaft den drUichen und EU-Richtlinien behandelt Grupoeri- von jeweils 5 
Mausen wurden am Tag 1 , 7 und 14 entweder mit 40 ug reiner B- Galactosidase 
(Boehringer, Mannheim, Deutschland), oder unter Zumischung von 1 
beziehungsweise 0,5 ug von synthetischem MALP-2 geimpft. Fur die intranasale 
Verabreichung (l.n.) wurden 10 pi in jedes Nasenloch applizlari, wihrend bei der 
intraperitonaler, intradermaler und subkutaner Injektion B-Galactosidase mit 
beziehungsweise ohne MALP-2 in 400, 100 beziehungsweise 100 pi PBS re- 
siispendiert wurde. 28 Tage nach der Erstimpfung wuxl'en Serumproben 
entnommen und bei-20'C bis zur Bestimmung der R-Galactcsidase-spezifiSLChen 

t 

Antikflrper aufbewahrt Nunolmmuno MaxiSorp-Testplatten mit 96 Mulden 
(Nunc, Roskilde. Danemark) wurden mit 100 pi B-Galactosidase (Boehringer, 
Mannhelim, Deutschland), mit 5 pg/ml, in 0.05 M Carbonatpuffer (pH 8.2) pre 
Mulde beschichtet. SerumverdQnnungen mit 1 % BSA und C',05 % Tween-20 in 
PBS wurden hinzugefugt (100 ug/Mulde) und die Piatten wurden bei 37°C 24 
Stunden lang Inkubiert Nach dem SpQien wurde ', biotinyliertes v- 
kettenspezifisches Ziegen-Antimaus-IgG (Sigma Chemip, Deisenhofen, 
Deutschland) hinzugefQgt und die Piatten wurden eine weittsre Stunde lang be 
37°C inkubiert. Nach vierfachem SpQien wurden 100 pi pemxjdase-konjugiertes. 
Streptavidin (Pharmingen) zu den Zellen hinzugegeben und die Piatten wurden 
30 Miquten lang bei 37 6 C inkubiert Nach vierfachem !:>pQlen wurden die 
Reaktionen mittels ABTS in 0,i M Zitratphosphatpuffer (pH 4,3^), welcher 0,01 % 

i 
i 
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f-feCb errthielt, entwickelt. Die Ergefanisse wurden entweder nach der Absorption 
bei 405 nm oder den Endpunkttitern (reziproker loga der lelzten Verdiinnung, 
welche nach 30 Minuten Inkubation bei 405 nm eine optiscie Dichte von 0,1 

Einheiten Qber den Werten der negativen.Kontrollgruppe ergab) dargestellt. 

i 

Trotz der enttauschenden Ergebnlsse, welche bei der in vitro Untersuchung von 
primaren dendritischen Zellen unter Verwendung von MALP-2 festgestellt 
wurden, wurde beschlossen, bei der sekundaren in vivo Untersuchung Gruppen 
von Tlenen einzubeziehen. die unter Verwendung von MAI..F*-2 als Adjuvans 
geimpft worden waren. Demzufolge wurden die Mause entweder mit dem reinen 
Modellantigen B-Galactosidase oder mit dem Antigen plus MALP-2 
intraperitoneal, subkutan, intradermal und intranasal geimpft Im Gegensatz zu 
den Erwartungen stellte man eine starke Adjuvanswirkung fesl, wenn das Antigen 
mit 0,5 ug MALP-2 gem'tscht war, und zwar unabhangig von dbr Art und Weise 
der Applikation (Rg. 3). Die starksten Reaktionen wurden bei. den Impfungen 
intraperitoneal und intranasal festgestellt. Die erhaltenen Antvborten waren jedoch 
immer wenigstens genauso stark (intradermal) oder starker als bei der 
Verwendung von Alumlniumhydroxid als Standardadjuvar s- bei subkutaner 
Injektion (Fig. 3). 

.Da. bei vorangegangenen Untersuchungen unter Verwendung konventioneller -- 
Lipopeptide wesentlich hohere Konzerrtrationen des als Adjuvans verwendeten 
Bestandteils gegeben wurden, wurde die Wirkung hoherer Pbsen von MALP-2 
untersucht Zu diesem Zweck wurden Tiere mit 1 ug MALP-2 als Adjuvans Qber 
die zwei wirksamsten Immunisationswege (intraperitoneal urd Intranasal) mit fc- 
Galactosidase geimpft. Im Gegensatz zu den Erwartungen fuhirte die Erhohung 
der Dosis von MALP-2 zu einer Aufhebung der Adjuvanswirkung (Fig. 4). Dies 
zeigte, dass mart bei einer Anwendung der Standardkonzenlrationen, welche in 
der Literatur for andere Lipopeptide angegeben sind. bei den in vivc 
Untersuchungen von MALP-2 nicht in der Lage gewesen wSre, eine 
Adjuvanswirkung auf der Ebene der Humoralantworten festzustellen. 
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Beispieli 3: Humorale Immunantworten, angeregt nach; Impfung uber 
verschiedene Wege unter Verwendung von MALP-2 als Adjuvans in 
unterechiedlichen Konzentrationen. 

Versuchsprotokoll. Sechs bis acht Wochen alte weibliche BALB/c- (H-2d) Mause 
wurden von der Harlan Winkelmann GmbH (Borchen, Deutscnland) gekauft und 
gemaR den artlichen und EU-Richtllnien behandelt. Gruppe|n von jeweils 5 
Mausemwurden am Tag 1, 7 und 14 entweder mit 40 pg reinej Q-Galactosidase 
(Boehringer, Mannheim, Deutachland), oder unter Zuniscbung von 1 
beziehungsweise 0,5 pg synthetlschem MALP-2 geimpft. Fur die intranasal 
Verabreichung (i.n.) wurden 10 pi in jedes Nasenloch appliziert, wahrend bei der 
Injektion intraperitoneal B-Gaiactosidase mit beziehungsweise ohne MALP-2 in 
400 pi !PBS re-suspendiert wurde. Die Milzen wurden entfernt und fQr die 
Bestimmung der zeliularen Immunreaktlonen zusammengeiommen (gepoolt). 
Die Zellen wurden in RPMI 1640 erganzt mit 10 % KalbsfQteriiserum, 100 U/ml 
Penizillto, 50 pg/ml Streptomycin, 5 * 10 -5 M 2-Mercaptoetrianol und 1 mM L- 
Glutamin (GIBCO BRL, Karlsruhe, Deutschland) bei 37'C in einer feuchten 
Atmosphere mit 5 % C0 2 kultiviert Die Milzzellensuspensiorien wurden auf 5 x 
10 6 Zellen/ml im vollstandigen Medium eingestellt. Sie wurden zu 100 pl/Mulde in 
einer flachbodigen Mikrotiterplatte (Nunc) mit 96 Mulden ein;jebracht und diese 
Platten wurden 4 Tage lang unter Beifugung von 20 pg/ml loslicher G- 
Galactosidase inkubiert. Wahrend der letzten 18 Stunden der Kultivierung wurden 
jeder Mulde 1 pCi t 3 HIThymidin (Amersham International, Freiburg. Deutschland) 
zugefQgt. Die Zellen wurden dann mit einem Zellenernter (Inotech, Wohlen, 
Schweiz) auf Filterpapier geerntet (Filtermat A Wallao, Freburg, Deutschland) 
und die Menge des in die DNS der vemnehrten Zellen eingebetteten 
[ 3 HJThymidins wurde mit.Hilfe eines v-Scintillationszahlers (Wallac 1450, Micro- 
Trilux) ibestimmt Die Ergebnisse sind als das arithmfctSsche Mittel der 
[ 3 H]Thymidinaufnahme in cpm dargestellt. Die Ergubpisse sind als 
Stimulatlonsindices (SI. cpm Proben/cpm in nicht-stimultertbn Kontrollzellen % , 

i 

dargestellt. : 

i 

» 

Unter BerQcksichtigung der Oberraschenden Verringerung der Adjuvanswirkung 
auf huinoraler Ebene, die bei der Verwendung von MALP-2 in hoherer 
Dosieruhgen beobachtet wurde. wurde beschlossen, feszLstellen, ob eine 




ahnliche Wirkung auf der Ebene der zellularen Immunantworten beobachtet 

werden kann. Demzufolge wurden Mause mit entweder rein«r B-Galactosidase 

oder B-Galactosidase gemlscht mit 1 ug MALP-2 immunisiert. Achtundzwanzig 

Tage nach der ersten Immunisierung wurden die Milzen geremigt, in vitro mit 20 

ug/ml (3-Gaiactosidase re-stimul(ert und ihre Vermehrungsfiiihigkeit wurde mit 

i 

Hilfe der Messung der Einbettung von HJThymidin in ihre DNS mittels eines v- 
Scintillatianszahlers bestimmt Die erzielten Ergebnisse (Fig. 5) bestatigten, dass 
die Verwendung von MALP-2 in hoheren Dosierungen nicht rur dazu fuhrt, dass 
keine Humoralantworten mehrfestgestellt werden konnen, sondern auch die iiber 
die Zellen vermittelte Immunisierung wird verringert 

Beispiel 4: Gemeinsame intranasal e und intraperitoneale Verabreichung 
von MALP-2 mit einem Ittslichen Antigen stimuliert wirk&ame systemische 
Humoralantworten. 

Versuchsprotokoll: Sechs bis acht Wochert alte weibliche BALB/c- (H-2d) Mause 
wurden von der Harlan Winkelmann GmbH (Borchen, Deutschland) gekauft und 
gemaG 'den ortlichen und EU-Richtlinien behandelt. Grupsen von jeweils 5 
Mausen- wurden am Tag 1, 14 und 21 entweder mit 40 ug reiner ft-Galactosidase 
(Boehringer, Mannheim, Deutschland) unter Zumischu-ig von 0.5 ug 
synthetisctier MAJ-P-2 beziehungsweise 10. ug Choleratoxin B Untereinheit (CTB; . 
ICN Biomedicals Inc., Ohio) als Standardadjuvans geimpft. FOr die irrtranasale 
Verabreichung (i.a) wurden 10 ul in jedes Nasenloch applizieirt, wahrend bei der 
Injektion intraperitoneal B-Galactosidase mit beziehungsweise ohne MALP-2 in 
400, 100 beziehungsweise 100 ul PBS re-suspendiert wurde. Serumproben 
wurden :zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen (Tag 0, 13, 20 und 30) und 
bei -20PC bis zur Bestimmung der (5-Galactosidase-spez.iftschen Antikorper 
aufbew4hrt. Nunc-lmmuno MaxiSorp-Testplatten mit 96 Muld&ra (Nunc, Roskilde, 
Danemark) wurden mit 100 pi IS-Galactostdase (Boel- ringer, Mannheim, 
Deutschland), mit 5 ug/ml, in 0.05 M Carbonatpuffer (pHI 8.2) pro Mulds 
beschichtet Serielie zweifache VerdCinnungen der Seren Oder Auswaschungen in 
PBS mit 1 % BSA und 0,05 % Tween-20 wurden hinzugefugl (|l00 ut/Mulde) und 
die Flatten wurden be! 37°C 24 Siundsn lang inkubiert. Nech darn Spulen wurde 




Deisenhofen, Deutschland) hinzugefugt und die Platten wurden eine weltere. 
Stunde lang bei 37°C inkubiert. Nach vierfachem Spoie-i • wurden 100 ui 
peroxidase-konjugiertes Streptavidin (Pharmingen) zu den Zeillen hinzugegeben 
und die Platten wurden 30 Minuten lang bei 37*C inkubiert Nach vierfachem 
Spaien wurden die Reaktionen mittels ABTS in 0,1 M Zitratphosphatpuffer (pH 
4,35), welcher 0,01 % H 2 0 2 enthieit, entwickelt Die Ergebnfo.se wurden als der 
reziproke log 2 der letzten Verdunnung, welche nach 30-minutiger lnkubation eine 
optimale Dichte bei 405 nm von 0,1 Einheiten im Vergleich m den Werten der 
negativen Kontrollgruppe ergab, dargestellt. 

Aufgrund der ermutigenden Ergebnisse der Vorstudien wurde beschlossen, die 
bei der ;Verwendung von MALP-2 als Adjuvans uber die beiden wirksamsten 
Immunisierungswege, namlich intraperitoneal und intranasal, festgestellten 
Immunreaktionen detailliert zu analysieren und sie mit denen eines bewSbrten 
Schleimhautadjuvans zu vergleichen, Demzufolge wurde die FShigkeit von 
MALP-2, wirksame Humoralimmunreaktionen hervorzurufen bewertet, indem die 
Serumtiter von (J-Galactosidase-spezrfischen AntikiJrpern bei geimpften Mausen 
bestimmt wurden. Wie in Fig. 6A dargestellt, ergab die Administration von reiner 
li-Galactosidase (50 ng/Dosis) die Induktion sehr niedriger Antikarpertiter, sogar 
nach einem zweiten Boosting (EndpunktKter ca. 1000). Im Vergleich dazu 
induzierte die Administration yon G-Galactosidase unter Verwendung von MALP- 
2 intranasal schon bei einer einfachen Dosis zu Induktion #ehr hoher Titer (> 
60.000) von spezifischem IgG bei alien MSusen, und am Ende des 
Immunisierungsprotokolls lagen die Titer Gber 500.000 (Fig. 6). Die Kinetik und 
die Ges&mtwirksamkeit der Antikorperreaktionen, die mit 0,5 |jg MALP-2 erreicht 
wurden,. waren denen, die mit der Verabreichung von R-Galastosidase mit 10 ^g 
CTB, .einem bewahrten Schleimhautadjuvans, welches als positive 
Kontrollsubstanz verwendet wurde, erreicht wurden, sehr ahnl ich. 

Eine deutliche Adjuvanswirkung wurde auch beobachtet, wenn MALP-2 
intraperitoneal appliziert wurde. Insbesondere die Co-lnjektion von MALP-2 fuhrte 
zu einer 100-fiachen Steigerung der B-Galactosidase-spezifischen IgG-Titer im 
Vergleich zu den Titern bei TTeren, welche mit reiner U-Galactosidase tmmunisiert 
worden' waren (Fig. 6B). Dieser Unterschied war schon nach der ersten 
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immunlsierung festzustellen und wurde nach Booster-lnjektionen 
aufrechterhalten. Am 31 . Tag wurden bei Tieren, die entweder intranasal oder 
intraperitoneal immunisiert worden waren, ahnliche Antikflrpertiter festgestellt 
Allerdings waren die Primarreaktionen nach der MALP-2-Co-lnjektion nach der 
intranasal Impfung starker ausgepragt. ■ 

Beispiel 5: Intranasal Co-Administration von MALP-2 mit einem loslichen 
Antigen stimuliert wirksame Schleimhautantikorperantwoiten. 

Versuphsprotokoll: Am 31* Tag wurden die Mause getotet und es wurden die 
endguttigen Proben entnommen. Es wurden Vaginal- und LungenausspQIungen 
gewonnen T indem die Organe mit 1 ml PBS, erganzt durch 50 mM EDTA, 0 f 1 % 
BSA und 10 mM PMSF gespult wurden. Die Ausspulungen wurden anschlieBend 
zentrifugiert, urn GewebstrQmmer zu entfernen (10 min bei 3000 x g) und die 
verbleibende FIQssigkeit wurde bei -20°C aufbewahrt Urn die Konzentration des 
Gesamt-lgA in der SpOlflussigkeit aus Lunge und Vagina zu hestirnmen, wurden 
serielle VerdCinnungen der entsprechenden Proben in MikrotrteYplatten inkubiert, 
wobei diese Platten zuvor mit Ziegen-Antimaus-lgA (Stoma Chemie) als 
Einfangantikorper (100 p/MuIde) uberzogen wurden. B& wurden serielle 
Verdunnungen gereinigter Maus-IgA (Sigma Chemie) zur Erzeugung einer 
Standardkurve veiwendet . 

Urn die Fahigkeit von MALP-2 zur Stimulierung von Mucosal-Antworten gegen 
Antigene. die intranasal co-administriert wurden, zu untersuchen, wurde die 
Produktion von (S-Galactosidase-spezifischem IgA l-i- Lungen- und 
VaginalspuiflGssigkeit immunisierter Tiere analysiert Wahrend nach intranasaler 
Impfung mit reiner iS-Gaiactosidase keine Produktion : R-Galactosldase- 
spezifischer igA in der LungenspUlflussigkeit in nachweisbarejr Menge erfolgte, 
wurde bei den mit G-Galactosidase und MALP-2 immunisierten Tieren ein 
signifikanter Anstieg der Niveaus antigenspezifischer IgA festsesteilt (Fig. 7), Die 
Co-Adnrjinistration von MALP-2 fuhrte zur Stimulierung einer wirksamen IgA- 
Produktion auch in entfernt iiegenden Schleimhauten, wie dies durch die 
Anwesefthsit signifikanter Konzentrationsn von fI-Galacto:!;idase-spezrfi3chem 



! 

statistisch signifikanten Unterschiede in den Niveaus der fc-Galactosidase- 
spezifischen Antikdrper in den Schleimhauten zwischen Tieren, die mit 0.5 ug 
MALP-2 Oder 1 0 ug CTB immunisiert worden waren, festgestellt. 

i 
i 

Beispiel! 6: Die Immunisierung unter Verwendung von MALP-2 als Adjuvans 
f Qhrt nicht zu mehr Serum-lgE. 

VersuchSprotokoH: Zur Bestimmung der Konzentration des Gesamt-lgE im Serum 
von Immunisierten und Kontrolltieren, wurden serlelle Verdunnungen der 
entsprechenden Proben in Mikrotiterplatten, welchezuvor mit Antimaus-lgE (100 
Ml/Mulde") als Einfangantikorper uberzogen wurden k inkubiert Nach Blockierung 
mit PBS mit 1 % BSA und 0,05 % Tween-20 zwei Stunden lang bei 
Zimmertemperatur wurde eine 1:100 -VerdQnnung des Serums in PBS-Tween 
hinzugefQgt (100 ul/Mulde) und die Platten wurden eine Stunde lang bei 37°C 
inkubiert. Nach dem SpQIen wurde biotinyliertes Antimaus-I$|E hinzugefQgt und 
die Platten wurden eine weitere Stunde lang bei 37°Cj inkubiert. Nach 
viermaligem Spuien wurden 100 pi peroxidase-konjugierten Streptavidins 
(Pharmlngen) in die Mulden gegeben und die Platten wurden 30 Minuten lang bei 
37°C inkubiert. Nach vierfachem Spttlen wurden die Reaktioreh mittels ABTS in 
0,1 M Zitratphosphatpuffer (pH 4,35) und einem Gehalt von 0.01 % H2O2 
entwickelt Es wurden serielle Verdunnungen von gereinigtem Maus-lgE 
verwendet, urn eine Standardkurve zu erzeugen. 

Es ist eine anerkannte Tatsache, dass die Verwendung bestimmter 
Schleimhautadjuvantlen aufgrund einer Erhohung der Procluktion von IgE zu 
allergischen Reaktionen fQhren kann. Urn diese Hypothese zu QberprOfen, wurde 
damit begonnen, die Wirkung der Verabreichung von MALP-2 auf den 
Serumgphalt von IgE zu prOfen. Wle aus Fig. 8 hervorgeht, fQhrt die 
Adminisjtration von MALP-2 Qber den parenteralen (i.p-.) : Weg bzw. die 
Schleimhaute nicht zu einer Erhohung des Serumgehaltes an IgE. lm Gegenteil, 
die Anwesenheit von MALP-2 scheint soger eine positive | Wirkung auf die 
Steigening des IgE-Gehaltes zu haben wie sie am 28. Tag nijcjh der Impfung mil 
reiner BM3alactosidase intraperitoneal beobachtet wurde. 



Beispiel' 7: MALP-2 stimuliert effektive durch T-Zi&llten vermittelte 
Proliferationsreaktionen, wenn es gemeinsam mit einem loslichen Antigen 
verabreibht wirdL 

Versuchsprotokoll: Unter dern Unterkiefer geiegene Lymphkncten und die Mllzen 
wurden ' entfernt und fQr die Analyse der Zullimmunreaktionen 
zusammengenornmen. Die Zellen wurden in RPMI 1640, erg&nzt durch 10 % 
fdtales Kalbsserum, 10 U/ml Penizillin, 50 [jg/ml Streptomycin, 5 * 10 -5 M 2- 
Mercaptoethanol und 1 mM L-Glutamin (GIBCO BRL, karlsi uhe, Deutschland) 
vermehrt und bei 37X in einer feuchten Atmosphare mit 5 Si CO2 aufbewahrt 
Die Suspensionen aus Lymphknoten- und Milzzellen wurden auf 5 * 10 6 
Zellen/mi im vollstandigen Medium eingestellt, in elne flachbOdige Mikrotiterplatte 
init 96 Mulden (Nunc) mit 100 pI/Mulde ausgebracht, und die Flatten wurden vier 
Tag® lang in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen loslicher S- 
Galactosidase inkubiert. Jede Konzentration wurde in Dreiergruppen gepruft. 
WShrend der letzten 18 Stunden der Inkubierung wurde jisder Mulde 1 |JCi 
I 3 H]Thyrhidin (Amersham International, Freiburg, Deutschland) zugefugt, 
Anschlidliend wurden die Zellen auf Filterpapier (Filtermat A; Wallac, Freiburg, 
Deutschland) unter Verwendung eines Zellemters (Inotech, Wohlen l Schweiz) 
geerntet' und die Menge des eingebetteten [ 3 H]Thymidimi in die DNS der 
vermehrten Zellen wurde mit Hilfe eines Y-Scintillationszahlers (Wallac 1450, 
MicrprTrilux) bestimmt Die Ergebnlsse wurden als das arithmetische Mittel der 
Aufnahnhe von fH]Thymidin in cpm dargestellt . 

Die Imniiunreaktionen von T-Zellen wurden am 31. Tag unlersucht, indern die 
Vermehrung der Zellen, welche aus regionalen Lymphkonten.und Milzen nach 
der In vitro Re-Stimulierung mit R-Galactosidase gewonner wurden, bestimmt 
wurde. ' Die Milzzellen von Tieren, welche mit reine* j R-Galactosfdase 
intraperitoneal geimpft worden waren, wurden als posiiivp Kontrollgruppe 
verwendet und zeigten eine signiflkante Vermehrungsreakticm! im Vergleich zur 
nichtimmunisierten Gruppe (Fig. 9A). Eine weitere Steigeru ig der Proliferation 
wurde li>ei Milzzellen festgestellt, welche von Tieren stamrnten, die eine Co- 
injektiorj von MALP-2 und Antigen erhalten hatten (p < 0,05). Wahrend die 
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intranasjsle Administration von relner i^Galsctosidase hsin© nachweisbare 
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effektiven Proliferationsantwort sowohl bei regionalen (Lympiknotenzellen) als 
auch beisystemischen (Milzzellen) (Fig. 9B und C). Bemerkenswert ist, dass die 
starksteT-Zeli-Proliferation bei den Milzzellen von Mausen bee bachtet wurde, bei 
denen MALP-2 und B-Galactosidase intranasal appliziert worden waren (Fig. 9B). 
in alien Fallen wurde eine deutlich dosisabhangige Wirkung d jrch die Erhohung 
der li-Galactosldase-Konzentration wahrend der Re-Stimulierung festgestellt (5, 
10, 20 ug/ml). Letztlich fOhrte die Verwendung von MALP-2 (0.5;ug) als Adjuvans 
zu einer statlstisch signifikanten (p < 0,05) Steigerung der T-Zdlenvermehrung im 
Vergleicfo zur intranasal Immunlslerung mlt (10 ug) plus (KSalactosidase (Fig. 
8B). 

Beispiel 8: Analyse von T-Helfermustem hervorgei'ufen durch die 
Verwendung von MALP-2 als Adjuvans 

Versucbsprotokoll; Nunc-lmmuno MaxiSorp Testplatten mit 96 Mulden (Nunc, 
Roskilde, Danemark) wurden beschichtet mit 100 pi ft-Galactosidase 
(Boehririger, Mannheim, Deutschland) bei 5 pg/ml in 0.05 M Carbonatpuffer (pH 
8.2) pro Mulde. Es wurden serielle ZweifachverdQnnungeri .von Serum Oder 
SpufflQssigkeit in PBS mlt 1 % BSA und 0,05 % Tween 23 'hinzugefOgt (100 
ul/Mulde) und die Platten wurden 2 Stunden tang bei 37 *C inkubiert. Nach dem 
Spulen wurde biotin-konjugiertes Ratten-Antimaus-lgG1, .-'9G23. -lgG2b, 
beziehungsweise -lgG3 (Pharmingen, Hamburg, Deutschland) jZugefQgt, urn die 
Ig-Unteisklassen zu bestimmen. Die Platten wurden eine wettere Stunde lang bei 
37°C inkubiert. Nach vferfachem SpQIen wurden den Zellen 100 pi peroxidase- 
konjugierten Streptavidins (Pharmingen) zugefugt und die Platten wurden 30 
Minuten lang bei 37 *C inkubiert. Nach vierfachem SpQIen wurden die 
Reaktionen mit ABTS in 0.1 M Zitratphosphatpuffer (pH 4.3!;.)j welcher- 0,01 % 
H 2 0 2 eqthielt entwlckelt. Urn die Konzentration der IgG-Unterilassen im Serum 
zu bestimmen, wurden Standardkurven erzeugt, indem die K/lulden mit einem 
isotyp-spezifischen Ztegen-Antimaus-lgG beschichtet und d:ann mit gereinigter. 
Maus-lgG1, -lgG2a; -IgG2b beziehungsweise -lgG3-Antikbrpern (Dianova, 
Hamburg, Deutschland) Inkubiert wurden. 
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FltissigkeitsQberstande von Kulturen sich vermehrender Zeltorr wurden an den 
Tagen 2 und 4 entnommen und bei -70 "C aufbewahrt. Die Besiitimmung von IFN- 

y IL-2, IL-4, und IL-10 wurde mittels ELISA ausgefuhrt, wobei kommerzielle 
Antikorper von Pharmingen gemafc den Herstelleranweisungen verwendet 
wurden. Kurz gesagt. wurden Mikrotiterplatten mit 96 Mulden Qber Nacht mit 

gereinigfem Ratten-Antimaus-IFN-y, anti-IL-2, anti-IL-4 bezief'uhgsweise antt-IL- 
10 mAbs (Pharmingen) bei 4 °C beschichtet. Nach drei SpQIungen wurden die 
Platten blockiert und die Flussigkeitsuberstande wurden in die Mulden gegeben. 
Fur jedes ZytoWn wurde eine Standardkurve erzeugt, indem die entsprechenden 
rekombinanten Nagetierzytokine (Pharmingen) verwendet warden. Die Platten 
wurden bei Zimmertemperatur weitere 4 Stunden lang inl'iibiert Nach dem 

SpQien wurde biotinyliertes Ratten-Antimaus-IFN-v IL-2, IL-4 bazlehungsweise 
-IL-10 mAbs (Pharmingen) in die Mulden gegeben und die Flatten wurden eine 
Stunde lang bei Zimmertemperatur inkubiert Nach sechsfachem Spulen wurde 
Streptavidin-Peroddase-Konjugat zugefQgt und die Platten wurden 30 Mlnuten 
lang bei Zimmertemperatur inkubiert. Danach wurden die Platten wie oben 
beschrieben mit ABTS entwickelt. 

Zuerst wurde die Unterklassenverteilung des ft-Galactosidajie-spezifischen IgG 
analysiert, welches im Serum der immunisierten Mause vort ianden war. Wie in 
Tabelle 1 dargestellt, war der Haupttyp der B-Galactosidasis-spezifischen IgG- 
Isotypen lgG1, unabhangig vom Immunisierungsprotokoll. Dieses dominante 
Th2-Reaktionsmuster war schon nach der ersten Impfdosis orkennbar und blieb 
wShrend der folgenden Booster erhalten. lgG1 war der einzige Isotyp, welcher 
bei der'Verabreichung reiner B-Galactosidase festgestellt v/urde, wahrend die 
Co-Administration mit CTB oder MALP-2 zur Feststellung weiterer B- 
GalactoSidase-spezifischer Isotypen, namlich lgG2a (Typ Th l); lgG2b (Typ Th2) 
und lg^3 (Typ Th1) fQhrte. Trotzdem blieb das Verhaltnis vo l |lgG1/2a (Fig. 10), 
lgG1/2b ! beziehungsweise lgG1/3 gioBer als 100. 

t 
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Tabelle 1. B-Galactosidase-spezifische IgG-lsotypen im Se-urn immunisierter 



Irnmunisierungs- .gv? i iy 
aruDD© 




lgG2b 




lgG3. 






0.5 

w i v 


0,3 +j- 


0,1 


0,6 +/- 


0,0 


ft-oal + MALP-2 6439 0+M 775,5 20,8 +/- 


5,4 


43,3 +,- 


18,9 


2,4 +/- 


0,5 


(i.n.) 












B-gal + CTB (Ln.) 4108,3 +M 437,1 31,9 +/- 


9,5 


49,2 +.'- 


17,3 


2,4 +/- 


0,6 


fi-gal(i.p.) 191,5 +M32.1 0,1 +/- 


0,0 


0,5 


.0,1 


0,6 +/- 


0,0 


S-gal + MALP-2 2829,7 +/-1 11 9,9 10,0 +/- 


2.8 


15,8 +>- 


6,2 


2,3 +/- 


0,6 


(«.P) 












Kontrollgaippe 0,4 +/- 0,0 0,23 +/- 


0,0 


0,1 +.'- 


0,0 


0.4 +/- 


0,0 



a Die Ergebnisse sind als das Mittel (ug/ml) ± SEM dargesitellt (5 Mause pro 
Gruppe) 

Urn die Art der Th-Reaktlon, welch© durch die Immunisterung hervorgerufen 
wurde, weiter zu charakterisieren, wurde der Gehalt an IFN-v, IL-2, IL-4 und IL-10 
in den FIOssigkeitsQberstanden von in vitro stimulierten Milzzellen gemessen (Fig. 
11 A). Es wurde festgestellt, dass von diesen vier Zytokinen IL-10 am starksten 
vertreten war, was darauf hinweist, dass ein Th2-Antwortmuater erzeugt worden 
war. Der Gehalt an IL-10 war bei Mausen. welche mit MALP-2 intranasal 
immunisiert worden waren, signifikant hdher, als bei der Kontrollgruppe (2,2 
ng/ml im Vergleich zu 0,009 ng/ml. p < 0,005) und auch im Vergleicb zu Tieren, 
bei denen CTB als Schleimhautadjuvans verwendet worden war (0,6 ng/ml, p < 
0.O5). Das beobachtete Antwortmuster mit einem dominanten Zytokin vom Typ 
Th2 stimmte mit der Feststellung von R-Galactosidase-spezifischem lgG1 bei 
denselben Tieren Oberein (Fig. 10). Tatsachlich stimmt die s^arke Stimulierung 
der IL-10-Sekretion mit der Rolle Oberrein, welche dieses! Zytokin bei der 
Hemmung der Zytokinsynthese durch Th1-Zellen. der Verbesserung der B- , 
Zellenvermehrung und der Stimulierung der IgA-Produktion spirit. 

Trotz der Tatsache, dass in den FlussigkeitsQberstanden von Zellen, die aus 
regionalen Lymphknoten gewonnen wurden, geringere absolute Werte der 
Zytokinkonzentration festgestellt wurden, glich das allgemeine Muster dem fur die 
Milzzellkulturen festgestellten (Fig. 10). Interessant ist. dass zwar die 
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Ausscheidung von IL-10 und IL-4 auch in den Zellen von Mausen stimuliert 
wurde, die mit reiner B-Galactosidase intraperitoneal immunis.iert worden waren, 

die Th1-Zytokine. IL-2 und IFN-v aber unter der Nachweisgrenze blieben. Im 

Gegensatz dazu wurden IL-2 und IFN-v auch bei den Mausen festgestellt, welche 
das Antigen gemischt mit CTB oder MALP-2 erhalten hatten (Fig. 10). Diese 
Ergebnisse stimmen uberein mit den festgestellten IgG-lsotypnustem (Tabelie 1) 
und bestatlgen, dass zwar Th2-Reaktionstypen vorherrschen, aber MALP-2 auch 
die Stimulierung von Th1 -Zellen unterstotzt. 

Beispiel 9: Oraie Immunisierung mit dem Model lantigen ft-Galactosidase 
unter Verwendung von MALP-2 als Schleimhautadjuvans. 

Es wird etwartet, dass eine spatere orale Impfung von Mausen mit einem Antigen 
in Kombination mit MALP-2 in unterschiedlichen Dosierungen Immunreaktionen 
sowohl in den Korperflassigkehen als auch in den Zellen hervorrufen wird, welche 
wirksamer sind, als die von der alleinigen Verabreichung des Antigens 
hervorgerufenen. DarOber hinaus wird man in der Lage sein antigenspezifische 
Schleimhautreaktionen zumindest lokal in den barmen (d.h. das Vorhandensein 
von anti'genspezifischem sekretorischen IgA in Darmausspulungen)festzustellen. 
AuBerdem wird erwartet, dass es moglich ist, sekretorische Reaktionen in 
entfernten Schleimhauten festzustellen. 
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10 1 . Verwendung eines Lipopeptids Oder Lipoproteins der Struktur (I) 



Cj-CO-R 2 I 
CH 2 -X-CH z -CH*-CH 2 -0-CO-Ri (I) 
R3R4N-CH-CO-Y-COOH i 

1 



wobei 

R, und R 2 , die gleich oder voneinander verschieden sein kfrnnen, fQr C7.25- 
20 Alkyl P! C7-2s-Alkenyl oder C7-2S-Alkinyl, | 

XfOrS, OoderCH 2 , 

Ra und R, unabhangig voneinander fQr H oder Methyl und j 
Y fur Line aus 1 bis 25, vorzugsweise 12 bis 25 AminosSuroresten bestehende 
physiplogisch vertrsigliche und in der verwendeten Spezies riicht per se immu- 
25 noge|ie AminosSuresequenz stehen • 

und das mit * markierte asymmetrische Kohlenstoffatom die- absolute S- 
Konfi^uration hat, wenn X * S (Schwefel) ist, 
als Mukosal-Adjuvans bei therapeutischer oder prophylaktiseher Vakzinierung Qber 
die Schleirhhaute. 
30 ! 
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. -2- | 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Aminosaurese- 
quenzYvorzugsweiseausgew$hlti$taus. 1 

a) GQTNT 

b) SKKKK 

5 c) GNNDESNlSFKEK 

d) GQTDNMSSQSAAPGSGTTNT, \ 

i 
i 

3. Verwendung nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, jdass das Lipo- 

' i 
protein Oder Lipopeptid gemafi. Struktur (I) em S-[2 f 3-Bispalmitoy loxy-(2J)-propyl] 

10 cysteinyl-peptid ist, wobei das Peptid eine aus 1 bis 25 Aminosaireresten beste- 

hende physiologisch vertriglfche, in der verwendeten Spezies vorzugsweise nicht 

immunogene AminasSuresequenz ist 

* 

4. Verwendung nach einem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gekemhzeichnet, dass 
1 5 das Mucosal-Adjuvans in einer Zubereitung mit der eigentlfchen './akzin-Komponente 

vorliegt. die fQr intranasal^ intra-NALT, aerosolisiert orale, intraraktale, conjunct!"- 

i 

vale, intravaginale Oder intraurethrale Applikation Oder eine Application in die Milch- 
gfinge der weiblichen Brust vorgesehen ist. 

i 

20 5. Verwendung nach einem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gekonjnzeichnet, dass 
das Mucosal-Adjuvans in einem Kit fur die Co-Applikation mit einem Vakzin in' die 
Milchgange der weiblichen Brust, auf intranasalem, intra-NALT, aerosolisiert oralem, 
intrarektalem, conjunctivalem, intravaginalem oder intraurethrale m Wage vorliegt. 



25 6. Verwendung eines Lipopeptids oder. Lipoproteins der allgerneinjen Struktur (I) 

i 

G-CO-R 2 

3Q ' ^Ha-X-CHrCH'-CHz-O-CO-R! 

R 5 R,N-CH-CO-Y-COOH > 

wobeji j 

Ri una R 2 . die gleich Oder voneinander verschieden sein torjnen, fur C7-25- 
Alfeylj G 7 .2s-Alkenyl oder C 7 -23-Alkinyl. : 

25 iiffirk" 0-,H i :.^.r:u, ! 



vxv \j<± .uq .zuuz ib:iy:f 



i 

Ra und! R4 unabhSngig voneinander far H oder Methyl und 1 
Y for eine aus 1 bis 25 Aminosaureresten, vorzugsweise 12 bis 25 Aminosaure- 
resterti bestehende physiologisch vertr§gliche und in der ve-vjendeten Spezies 
nicht per se immunogene Aminos^uresequenz stehen J ; 
5 und das mit * markierte asymmetrische Kohlenstoffatom die absolute S- 

Konfigurationhat,wennX=S(SchwefeI)ist, . j 

J 
1 
I 

ausgenommen eines S-(2 1 3-Diacyioxypropyl)cyste]n-peptids der iSeqyenz . 
DhcGNNDESNISFKEK, wobei N-terniinal die Amlnosauren an Pusitionen 2 und ge~ 
10 gebenenfalls 3 fehlen und/oder C-terminal 1 bis 2 Aminosauren aeletiert sein kOn- 
nen, 

» 

als Adjuvans bei einer nicht mukosaien Vakzinierung. 



15 7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekcnnzeichnet, dass 
das Lipopeptid Oder Lipoprotein in einer Zubereitung mit wenigsfefis elnem weiteren 

Adjuvans uhd/oder Antigen vorllegt j 

i 
i 

8. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7 ( dadurch gek^rjnzeichnet dass 
20 das Lipopqptid oder Lipoprotein mit einern physikaiischen oder biolagischen TrSger 

assoziiert oder verbunden ist | 

I 

9. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gek^nnzeichnet, dass 
das Lipopeptid oder Lipoprotein mit ein oder mehreren entzQndungshemrnenden, 

25 anti-angiogenen, cytotoxischen oder immunmodulatorischen Stoff^n oder Liganden 
oder mit Aiptfkdrpern gemeinsam verabrefcht wird oder tn einer Ziubereitung mit die- 
sen vorliegt. 

10. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch genennzeichnet, dass 
30 das Lipopeptid Oder Lipoprotein in einer Zubereltung vorliegt, dis Weitere Zusatz- 



und Hilfssfoffe, insbesondere Konservierungsstoffe oder Stabilise 



coren, enthalt 



or a murdrum igj un 

Oil 04.04.2002 16:20:14 



11. Verwandung nach einero der Ansprtiche 1 bis 10, dadurch getehnzeichnet, dass 
das Vakzin, das durch das Adjuvans begleitet wird, in Fan* von Paptlden, Proteinen, 
DNA, Polysaccharide^ Glykollpiden oder Glykoproteinen. 




viz V4.vq.zvvz 16:33:4 



Zugar 



fassung 



Es wird dleVerwendung von Upopeptiden und Lipoproteinen als rriukosale Adjuvan- 
tien fur verschiedenste Vakzinierungen uber die Schleimhaute vorgeschlagen, ins- 
besondere auf irrtranasalem Wege. Bei den Upopeptiden handelL es sich um am 
aminoterminalen Cystein eines Peptids oder Proteins 2 f 3-diacylo:<^-(2^)-propyl~ 
substituierte Peptide Oder Proteine, bevorzugt aus Mykoplasmen afbgeleitete S-(2,3- 
blspaImitoylo)y-(2J)-propyl)cysteinyl"peptide. Die angegebenen Peptide sind bereits 
in geringen, Dosen hochwirksam und fuhren zu guten Irnmunisier jngsergebnissen 
und Erhohung u.a. des IgA Spfegels. 



(Fig.7) 



Fig. 1 



Expression spezifischer Marker durch aus Knochen mark 
gewonnenen murinen DCs nach Stimulation mit MALP-2 oder LPS 
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Fig. 3 



(kjateciosidspazifische Serum IgG Reaktion ${imullert 
durch Verwendung von MALP-2 als Adjuvans 
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Fig. 4 



p-galaetosidasespezifische Serum IgS Reakfion sHmultert 
durch Verwendung von 1 ng MALF-2 ale Adjuvans 
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Fig. 5. 
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Fig. 6 




Fig. 7 




. P-sal p-gai + MALP Vergletch 



Bestimmung des Serum IgE bsi Tieren, die urter Veiwendung 
von MALP-2 als Adjuvans Immunteiert wurden 
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&-gal Konzentration 
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2 1. J§« 



□ B-gaJ(Ln.) 
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HG-gal + W\LP(Ln.} 
U-gsl (l.p.) 

IU B-gaf + MALP (Lp.) M 




(B) LN Zalfen 
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